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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Verfahren zur mikrobiellen Hersteilung von Aminosauren mittels rekombinanter Mikroorganismen mit 
erhohter Sekretionsrate 

(§) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur mikrobiellen 
Hersteilung von Aminosauren, bet dem ein fur ein Protein zur 
Aufnahme einer Aminosaure kodierendes Transportgen aus 
einem Mikroorganismen-Stamm isoliert, kloniert und in eine, 
die entsprechende AminosSure produzierende Wirtszelle 
transformiert wird, wonach nach Expression des Transport- 
gens die Sekretionsrate der Aminosaure erhoht ist und die 
Wirtszelle einen erh&hten Anteit an Aminosfiure ins Medium 
ausscheidet, sowie einen Genstruktur enthaltenden Vektor 
und eine transformierte Zelle, die die Genstruktur enthalt Es 
wurde gefunden, daft die Sekretionsrate der Aminosaure pro 
Zeiteinheit erhoht 1st. AuSerdem scheiden derart transfor- 
mierte Wirtszetlen einen erhdhten Anteil der entsprechen- 
den Aminosaure ins Kulturmedium aus. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 
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Beschreibung 

Die Erf indung bctriff t ein Verfahren zur mikrobiellen Herstellung von Aminosauren gem&fi den Anspruchen 1 
bis 7, ein Transportgen nach Anspruch 8, Vektoren nach Anspruch 9 und 10 sowie transfonnierte Zellen nach den 
5 Anspruchen 1 1 bis 15. 

Aminos&ureo sind von gro&em wirtschaftlichen Interesse, w bei der Bedarf an AminosSuren weiterhin 
zunimmt So wird beispieisweise L-Tryptophan als Medikament und als Zusatz zu Futtermitteln bendtigt; fur 
L-Tyrosin besteht ebenfalls Bedarf als Medikament sowie als Rohstoff in der pharmazeutischen Industrie. 
L-Phenylalanin wird insbesondere zur Herstellung des Sufistoffes Aspartam bendtigt Neben der Isolierung aus 

io naturlichen Materialien ist die biotechnologische Herstellung die einzige Methode, um Aminosiuren in der 
gewQnschten optisch aktrven Form unter wirtschaftlich vertretbaren Bedingungen zu erhaltea Die biotechn lo- 
gische Herstellung erf olgt entweder enzyraatisch oderdurcfa mikrobieOe Fermentatba 

Die mikrobielle Herstellung hat den Vorteil, daB einfache und preisgttnstige Rohstoffe eingesetzt werden 
kdnnea Da die Biosynthese der Aminos&uren in der Zelle aber in vielfacher Weise kontrotliert wird, sind bereits 

15 vielfaitige Versuche zur Steigerung der Produktbildung unternommen wordea So wurden z. B. Aminosiure- 
Analoga eingesetzt um die Regulation der Biosynthese auszuschaltea Beispieisweise ist ein Verfahren beschrie- 
ben, bei dem Corynebacterium-Stamme benutzt werden, die gegen L-Tyrosin- und L-Phenylalanin-Analoga 
resistent sind (Jap. Patent Application Nr. 19037/1976 und Nr. 39517/1978). Ebenso ist ein ProzeB beschrieben, 
bei dem gegen das L-Tryptophan-Analogon 5-Methyltryptophan resistente Mikroorganismen eingesetzt wer- 

20 dea 

Des weiteren sind durch rckombinante DNA-Techniken konstruierte Mikroorganismen bekannt, bei denen 
ebenfalls die Regulation der Biosynthese aufgehoben ist, indem die Gene, die far die nicht raehr feed-back 
inhibierbaren SchlQsselenzyme kodierea kloniert und exprimiert werden. So ist z. B. em rekombinantes, L-Tyro- 
sin produzierendes Bakterium mit plasmidkodierter, feed-back resistenter 3-Desoxy-D-arabino-hepturosonate- 
25 7-phosphatsynthase und feed-bade resistenter Chorismatmutase beschrieben (Jap. Patent Application Nr. 
34197/1985). Ebenso ist ein rekombinantes, L-Phenylalanin produzierendes Bakterium mit feed-back resistenter 
Prephenatdehydrogenase bekannt (Jap. Patent Application Nr. 124375/1986, European Patent Application Nr.O 
488424). 

Wehere Versuche zur Erh&hung der Aminosaureproduktion zielen auf eine verbesserte Bereitstellung der 

30 zellularen Prinutrmetabolite des Zentralstoffwechsels. So ist bekannt, daB die durch rekorobinante Techniken 
erreichte Oberexpression der Transketolase eine verbesserte Produktbildung von L-Tryptophan, L-Tyrosin 
oder L-Phenylalanin ermdglicht (European Patent Application Nr. 0 600 463). Weiterhin f&hrt die Reduktion der 
Phosphoenolpynjvatcarboxytase-Aktivit&t in Corynebacterium zur verbesserten Bildung aromatischer Amino- 
sauren (European Patent Application Nr. 0 331 145). 

35 Diese vielfaltigen Versuche zur Produktivitatssteigcrung sind insgesamt darauf gerichtet, die limitation der 
cytosolischen Syn these der Aminosauren zu Qberwindea Als eine weitere Limitation kommt gninds&tzlich aber 
auch der Export der im Zellinneren gebildeten Aminosauren ins ICulturmedium in Betracht Daher gibt es bereits 
Ans&tze, diesen Export und damit die Wirtschaftlichkeit der Aminosaureproduktion zu verbessera So hat man 
die Zellpermeabilit&t bei Corynebacterium durch Biotinmangel Detergenz- oder Penicillinbehandlung erhdht 

40 Diese Ausschleusehilfen waren jedoch ausschliefilich bei der Glutamatprodukdon erfolgreich, wahrend die 
Synthese anderer Aminosauren auf diese Weise nicht verbessert werden konnte. Andererseits sind aber auch 
bereits Bakterienstfimme entwickelt wordea bei denen die Aktivit&t des Sekretionssystems aufgrund ch mi- 
scher oder physikalischer Mutation erhdht ist Es wurde dadurch beispieisweise ein Corynebacterium glutami- 
cum-Stamm erhaltea der sich durch eine verbesserte Sekretionsaktivitit insbesondere fflr die L-Lystnproduk- 

45 tion eignet (Deutsche Patentschrift Nr. 42 03 320). 

Die biochemischen Grundlagen zum Export von Aminosauren sind bisher nur zum Teil verstanden (FEMS 
Microbiol Rev. (1994) 13:75—79); insbesondere konnten noch keine, ftir Aminosaure-Exportproteine kodieren- 
den Gene fur rekorabinante-Techniken zur Verbesserung des Aminosaure-Exports bereitgestcllt werdea Dem- 
gegenQber sind Gene, die die Aufnahme von Aminosauren aus dem Kulturmedium ins Zellinnere vermitteln, gut 

50 bekannt (Arch. MicrobioL (1994) 162: 1—13). Beispieisweise wird bei Corynebacterium die Glutamataufnahme 
durch das gluABCD kodterte, primar aktive System katalysiert (]. BacterioL (1995) 177: 1152—1158) und di 
Lysinaufnahme durch das lys I -Protein (MoL MicrobioL (1991) 5 : 2995-3005). Auch ist ein DNA-Fragment 
beschrieben, das die Aufnahme der aromatischen Aminosauren vermittelt 0. Ferment Bioeng. (1994) 
78:420-425). 

55 Es ist daher Aufgabe der Erfmdung, ein Verfahren bereitzustellen, das es eriaubt, die Sekretion zellintern 
gebildeter Aminosauren gezielt zu erhdhea 

Diese Aufgabe wird erfindungsgenulB dadurch geldst, dafi ein Transportgen, das fur ein Protein zur Aufnahm 
einer Aminos&ure kodiert, aus einem Mikroorganismen-Stamm isoliert, kloniert und anschlieBend in eine Wirts- 
zelle, die die entsprechende Aminosaure produziert, transformiert wird. Es wurde Oberraschenderweise gefun- 

6o den, daB bei solchen Transformanden die Sekreuonsrate, d h. der Export der Aminosaure pro Zeiteinheit, erhdht 
ist, obwohl das klonierte und transformierte Transportgen nicht fflr den Export, sondem fur die Aufnahme der 
entsprechenden Aminosaure verantwortlich ist Auch scheiden derart transformierte Wirtszellen einen erhdhten 
Anteil der entsprechenden Aminosaure ins Kulturmedium aus. 

Die Isolierung, KJonierung und Transformation des entsprechenden Transportgens rfolgt nach gSngig n 

65 Methoden: Im Falle der KJonierung eines Transportgens aus Corynebacterium eignet sich beispieisweise di 
Methode der homologen Komplementation oder auch der heter log n ^Complementation von aumahmedef k- 
ten Escherichia coii-Mutantea Vorzugsweise geiangen Vektoren mit niedriger Kopienzahl zum Einsatz, da eine 
Oberexpression von Transportgenen toxisch sein kann (P. NatL Acad Set, USA (1979) 76:4360—4364). Falls 
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keine direkte KJonierung des Strukturgens mdglich ist, kann zunfichst auch die Insertion von Vektorsequenzen % 
in das Transportgen erfolgen, um cs dann Ober "plasmid-rescue" in F ra inaktiver Fragmente zu is li rca 
Feraer sind eine Vielzahl von Sequenzen bekannt, die fQr Membranproteine unb kannter Funktion kodieren, so 
daB zunachst das Transportgen durch funktionelle Analyse zu identifizieren ist, um es dann zur Verbesserung der 
Aminosaureoroduktioneinztiserxen. ( 5 

Ftir das erfindungsgemSBe Verfahren eignen sich insbesondere Gene aus Corynebacterium, lEC glutami- 
cum ATCC 13032 oder C glutaraicum ssp. flavum DSM 2041 oder auch C glutamicum ssp. lactofermentum DSM 
2042. Fur die Herstellung von aromatischen Aminos&uren nach dem erfindungsgemiBcn Verfahren eignet sich 
insbesondere das aus G glutaraicum ATCC 13032 isoberte Gen fttr die Aufnahme aromatischer Anunos&uren mit 
der Gensequenz gem&B Tabelle 1. . 10 

Nach Isolierung der Gene und deren in vitro-Rekombination mh bekannten Vektoren, wie z, R pEKO, pEC5, 
pJCl, pWSTl, erfolgt die Transformation der die entsprechende Aminosaure produzierenden Wirtszelle durch 
Elektroporation (FEMS MicrobioL Lett (1989) 65: 299-304) oder Konjugation (J. BacterioL (1990) 
172: 1663— 1666). Als Wirtszellen werden bevorzugt solche Ammosfture-produzierenden Stflmme, insbesondere 
aus der Gattung Corynebacterium, eingesetzt, in denen die an der Syn these der entsprechenden Aminosaure is 
beteiiigten Enzyme dereguliert sind und/oder die einen erhdhten Anteil an Zentralstoffwechsehnetaboliten 
bereitstellea 

AusfQhrungsbeispiel 

20 

a) KJonierung eines Transportgens 

Plasmid pJCdapEBamHI-3.4 (Microbiology, UK (1994) 140:3349-3356) enth&lt chromosomale DNA aus C 
glutamicum ATCC13032. Nach Anzucht in LB bei 37° C wurde dieses Plasmid aus E coli DH5 mittels alkalischer 
Lyse isoliert (Sambrook et aL, Molecular Cloning, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press). Das Plasmid 25 
wurde mit den Restriktkmsenzyxnen BamHI und BstI nach Angaben des Herstellers geschnftten, und das 
resultierende 276 bp groBes DNA Fragment (orfSintl, Fig. 1) mit dem in C glutamicum nicht repiizierenden 
Plasmid pEMl 0- BacterioL (1991) 173: 4510—4516) ligiert Das resultierende Plasmid pEMorfSintl wurde durch 
Konjugation nach C glutamicum ATCC13032 fibertragen (J. BacterioL (1990) 172: 1663-1666X wodurch der 
neue Stamm C glutamicum ^orfSintl, mh dem im Chromosom inaktivierten Genort ORF5, entstand. C glutami- 30 
cum:x>rf5intl wurde Ober Nacht auf LB Medium bei 30° C angezogen, die Zeilen aus 60 ml wurden durch 
Abzentrifugation geerntet, und mittels alkalischer Lyse, nach Vorinkubation mit C£ ml Lysozym (20 mg Lyso- 
zym/10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA pH 8) wurde die chromosomale DNA dieses Stammes isoliert Diese DNA 
wurde mit Hindlll restringiert, ligiert mit T4-Ligase, und benutzt um E coli DH5 damit zu transformieren, wobei 
auf pEMl eigene Kanamyctnresistenz selektioniert wurde. Die erhaltenen KJone wurden durch Hybridisierung 35 
und Restriktion analysiert, und so schliefilich Plasmid pUCorf5c35 (Fig. 1) erhahen. Von diesem Plasmid wurd 
orf5cl.4 zusaramen mit orf5nl.6 in pJCl ligiert, so daB Plasmid pJCorfS entstand Dieses Plasmid wurde durch 
Elektroporation nach G glutamicum ATCC 13032 transferiert Zusltzlich zu G glutamicum:sorf5mtl, wurde G 
glutamicum :»rf5int2 konstruiert, indem pJCorfS mit dem Restriktionsenzym Seal behandelt wurde, und das 
resultierende 609 bp groBe Fragment zusammen mit Sall-geschnittenen und mit KJenow-Polymerase behandel- 40 
tem Plasmid pEMl ligiert wurde. Durch Konjugation wurde so der Stamm G glutamicum:»rf5int2 hergestellt 

b) Identifizierung eines Transportgens 

Die drei Stfimme G glutamicum p JCorfS, G glutamicum :x>rf5int2, und der Wildtyp von G glutamicum wurden 45 
fiber Nacht auf BH1 Komplexmedium (Difco 0502-08-5B) bei 30° C angezogea Sie wurden anschlieBend durch 
Zentrifugation geerntet, mit 0.1 M Kaliumphosphatpuffer pH 75 gewaschen, und in Minimalraedium GGXI! (J. 
BacterioL (1993) 175: 5595—5603) ohne Sticksoffquelle, aber mit 4% Glukose fibertragen. Nach drei Stunden 
Inkubation bet 30° C wurden die Zeilen erneut durch Zentrifugation geerntet, mit 0.1 M Kaliumphosphatpuffer 
pH 75 gewaschen, und in Minimaimedium CGXH wiederum ohne Stickstoff quelle mit 4% Glukose Qbertragen. so 
Davon wurden 9 Kolben hergestellt Je drei der Kolben enthielten zusatziich L-AJanin, Aminobuttersfture, 
L-Arginin, L- Asparagin, L-Aspartat, oder L-Aspartat L-Glutamat L-Glutamin, L-Grycin, L-Histidin, L-Isoleu- 
cin, L-Leucia oder L-Lysin, L-Methionin, L-Phenylalanin, L-Serin, L-Threonin, L-Tryptophan, L-Tyrosin, L-Va- 
lin (alle Anrinosfturen jeweils 1 mM). In je einen Satz der Kolben wurde einer der drei St&mme Qbertragen. Die 
Kolben wurden bei 30° C inkubtert, und nach 24 Stunden die verbiiebenen Aminosfturen mittels Hochdruckflus- S5 
sigchromatographie nach Vorsauienderivatisierung durch ortho-Phthaldehyd (J. Chromatograpa (1983) 
266:471—482) quantifier! L-Leucin, L-Threonin, L-Alanin, Aminobuttersfture, L- Asparagin, L-Aspartat, 
L-Glutamat L-Glutamin, L-Serin, und L-lsoleucin waren durch den Wildtyp von G glutamicum vollst&ndig 
verbraucht, L-Valin, L-Arginin, L-Histidin, L-Methionin, L-Tyrosin, L-Phenylalanin, L-Threonin, und L-Trypto- 
phan zu etwa 50%, L-Glycirv L-Arginin, L-Lysin zu etwa 20%. GroBe Unterschiede bei der Aufnahme von 60 
L-Phenylalanin, L-Tyrosin, L-Tryptophan, und L-Histidin zeigten sich zwischen den drei Stfimmen. Die Aufnah- 
me wurde deswegen mit der identischen Verfahrensweise fiir die drei Stamme, aber jeweils ine der drei 
aromatischen Arainos&uren allein vcrfolgt Wie aus Fig. 2 hervorgeht erfolgt durch G glutamicum p JCorfS ine 
verst&rkte Aufnahme der drei aromatischen Aminos&uren gegenOber G glutamicum. Damit ist ORF5 als das 
aromatische Aminosfiureaufnahmeg n con G glutamicum identifiziert Entsprechend zeigt di Insertionsmutan- 65 
te G glutamicum :»rf5int2 eine verringerte Aufnahme von L-Tyrosin und L-Tryptophan. 
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c) Erhdhte Produktbildung durch das Transportgen 

Der Wildtyp von C glutamicum und C glutamicum pJCorfS, wurde fiber Nacht auf BHI Komplexmedium bei 
30°Cangez gen. AnschfieBend wurden die Zellen durch Zentrifugati n geerntet, mit 0.1 M Kaliumphosphatpuf- 

5 fer pH 75 gewaschen, und damit, mit einer Anfangs OD von 10 (am Zeiss Spektralphotometer PM6) das 
Minimalmedium CGXII ohne Stickstoffquelle, aber 4% Glukose und 1 mM Dip ptid Tyr-Phe enthaltend, 
beimpft Zum Zeitpunkt 0, und nach ein und 2 Stunden Inkubation bei 30°C wurden Proben zur Dipeptid und 
Aminosaureanalyse entnommen. Diese wurden wiederum mittels HochdnxcknOssigchromatographie nach V r- 
saulenderivatisierung durch ortho-Phthaldehyd quantifiziert Bereits nach einer Stunde war alles Dipeptid, 

io wegen der bekannten effizienten Peptidaufnahmesysteme im Medium verschwunden (J. Gen. MicrobioL (1993) 
139:3115—3122)i Wie aus TabeDe 2 hervorgeht, war aber die externe Akkumulation von L-Tyrosin stark 
verbessert 



15 



TabeDe 2 

Externe Akkumulation von L-Tyrosin nach Aumahme von 1 mM Tyr-Phe bei C glutamicum pJCorfS, und dem 
Wildtyp von C glutamicum 



20 Stamm L-Tyrosin (mM) 

0 (h) 1 (h) 2 (h) 



C. glutamicum pJCorfS 0.059 0.276 0.424 

C. glutamicum 0.073 0.133 0.253 



d) Erhdhte Exportrate durch das Transportgen 

30 

Die zwei Stamme C glutamicum pJCorfS und C glutamicum wurden auf BHI Komplexmedium angezogen, 
mit 0.1 M Kauumphosphatpuffer pH 75 gewaschen, und damit das Minimalmedium CGXII (J. Bacterid. (1993) 
175:5595—5603) ohne Stickstoffquelle, aber 4<*b Glukose und 1 mM Dipeptid Tyr-Phe enthaltend, beimpft 
Direkt nach dem Beimpfen, und in Abstanden von 5 bis 10 Minuten wurden Aliqouts von 200 ul entnommen, di 

35 in Beckmann Zentrifugenvials gegeben wurden, die 30 ul 20% HCIO* und 65 ul Silikondl der Dichte 1,04 
enthielten, und direkt in der Beckmann Zentrifuge fur 1,25 Minuten zentrifugiert wurdea AnschlieBend wurden 
die Bechmann vials wie beschrieben (Methods Enzymology (1967) 10: 680—684) zur QuaimTizierung der cytoso- 
lischen und der externen Aminosaurekonzentradonen aufgearbeitet Wie Fig. 3 zeigt, erfolgt durch das beschrie- 
bene Verfahren mit Hilfe des Transportgens bei C glutamicum pJCorfS eine wesentlich hdhere Exportrate von 

40 L-Tyrosin als beim Ausgangsstamm, so daB es zu einer erhdhten Akkumulation kommt Die Exportrate ist bei C 
glutamicum pJCorfS trotz der gleichzeitig bedingten niedrigeren cytosotischer L-Tyrosinkonzentration erhdht, 
was die Efftzienz des Transportgens zur verbesserten Aminosaureproduktion durch das Aufnahmegen belegt 
Die Fig. 1 bis 3 zeigen im einzelnen: 

Fig. 1 : Obersicht Gber den dapE, aroP locus von Corynebacterium glutamicum. Der Ausgangsklon urn ORF5 
45 zu isolieren ist in der Abbildung oben gezeigt Anhand der erstellten Sequenz wurde schlieBlich das chromoso- 
male 33 kb Hindlll-EcoRI Fragment (orf5c3S) isoliert Durch funktionelle Studien mit rekonstituiertem und 
Plasraid-codiertem ORF5 wurde dieser ORF als Gen aroP von C glutamicum identifiziert, das das allgemeine 
Aufnahmesystem fQr aromatische Arainosauren codiert AusgewaJilte Restriktionsschnittstellen des Chromo- 
soms, und solche die fur die jeweiligen Konstruktionen zur Klonierung und funktionellen Identifizierung wichtig 
so waren sind angegeben. Die Abkurzungen sind: B, BamHI ; Bg, Bglll; Bs, BstEI; E, EcoRV; H, Hindlll; Sa, Sail ; Sc, 
SacI;XXhoL 

Fig. 2: Identification von aroP durch direkten Nacfawets der Aufnahme aromatischer Aminosiuren durch den 
Wildtyp von C glutamicum (■), sowie die aroP-Defektrautante ( V), und den Stamm C glutamicum paroP (A) 
mit plasmidcodiertem, Oberexprimiertem aroP. 
55 Fig. 3: Erhdhte Tyrosinexkretion durch den aroP-Oberexprimierer( ■ ) im Vergleich zur aroP-Defektrautante 
( ▲ ). Die ebenf alls angegebenen cytosolischen Tyrosinkonzentrationen zeigen zusatzlich die verstarkte Export- 
aktivitat des aroP-Oberexprimierers an. 
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Patcntansprflche 

60 

1. Verfahren zur mikrobiellen Hersteliung von Aminosauren, bei dem cin fur cin Protein zur Aufnahrae 
cincr Aminosaure kodicrendes Transportgcn aus einem Mikroorganismen-Stanun isoliert, kloni rt und in 
cine, die entsprechende AminosSure produzierendc Wirtszelle transformiert wird, wonach nach Expression 
des Transportgens die Sekretionsrate der Aminosaure erhdht ist und die Wirtszelle inen rhdhten Antetl 

an Aminosaure ins Medium ausscheidet 65 

2. Verfahren nach Anspruch 1 zur Hersteliung von aromatischen Aminosaurea 

3. Verf ahr n nach Anspruch 1 oder % dadurch gekennzeichnet, daB das Transportgen aus einem Mikroorga- 
nismen-Stanun der Gattung Corynebacterium stammt 

5 
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4. Verfahren nach einem der vorhergeh nden AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, daB ab Wirtszelle fOr die 
Transformation ein Mikroorganismus aus der Gattung Corynebacterium eingesetzt wird 

5. Verfahren nach inera der vorhergehenden AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, daB als Wirtszelle fflr die 
Transformation ein Mikroorganismus eingesetzt wird, in dem die an der Synthese der entsprechenden 
Aminosaur beteiligten Enzyme dereguliert sind 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, daB als Wirtszelle fflr die 
Transformation ein Mikroorganismus eingesetzt wird, der einen erhShten Anteil an Zentralstoffwechselme- 
taboliten enthilt 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, daB fflr die KJonierung 
und Transformation des Transportgens ein Vektor mit niedriger Kopienzahl eingesetzt wird 

8. Transportgen gemaB Tabelle 1, wobei die Tabelle 1 Bestandteil dieses Anspruches ist» dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Transportgen in einer Genstruktur enthahen ist 

9. Vektor, enthaltend eine Genstruktur nach Anspruch 8. 

1 0. Vektor nach Anspruch 9 mit niedriger KopienzahL 

1 1 . Transformierte Zelle, enthaltend eine Genstruktur nach Anspruch 8. 

12. Transformierte Zelle, enthaltend einen Vektor nach Anspruch 9 oder 10. 

13. Transformierte Zelle nach Anspruch 1 1 oder 12, dadurch gekennzeichnet, daB sie der Gattung Coryne- 
bacterium angehdrt 

14. Transformierte Zelle nach einem der AnsprQche 1 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB in dieser die an 
der Synthese der entsprechenden Arainosaure beteiligten Enzyme dereguliert sind 

15. Transformierte ZeQe nach einem der AnsprQche 11 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB sie einen 
erhdhten Anteil an Zentralstoffwechselmetaboliten enthalt 
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